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a
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time（day）
Fig．5・1．　Effect　of　mite　antigen，　GluCer，　and　ceramide　on　the
increase　of　ear　thickness　in　mice．
　●：Control，▲：Mite　antigen，■：Mite　antigen＋GluCer，
　◆：Mite　antigen＋ceramide
　Data　are　expressed　as　means±SE（n＝10）．
　a－c：Symbols　with　no　common　Ietters，　at　each　time　point，　indicate
　　　　signifi　cant　diffe　rence（P＜0．05）．
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（????＝）???????
（??、??》?????
???????
ControI
B
Mite　antigenMite　antigen　　Mite　antigen
　＋GluCer　　＋ceramide
　　　　　　　Control　　　Mite　antigen　　Mite　antigen　Mite　antigen
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋GluCer　　＋ceramide
Fig．5－2．　Effect　of　mite　antigen，　GluCer，　and　ceramide　on　the　total
serum　lgE《A》and　lgG（B）levels　in　mice．
　Bars　indicate　SE（n＝10）．
　a－c：Symbols　with　no　common　letters　differ　significantly（P＜0．05）．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－102一
血清中免疫グロブリン量
　血清中総lgE量は、ダニ抗原の塗布により増加し、スフィンゴ脂質の塗布に
より緩和されたが、その効果はセラミドの方が大きかった（Fig．5－2A）。一方、
血清中総lgG量は、ダニ抗原およびスフィンゴ脂質の塗布による影響はなかっ
た（Fig．5－2B）。
Thl1Th2バランスに与えるGluCerとセラミドの塗布の影響
　脾細胞中のThl1Th2バランスを調べるために、試験終了時にマウスの脾臓を
摘出し、脾臓リンパ球を培養し、その培養上清中に分泌されたIFN一γ（Th1
型サイトカイン）と1L－4（Th2型サイトカイン）を測定した。　IFN一γ量は、ダ
　ニ抗原の塗布により半分以下に減少したが、GluCer塗布およびセラミド塗布
のいずれによっても有意に緩和された（Table　5－2）。一方、　IL－4量は、ダニ抗
原の塗布により増加したが、この場合もGluCer塗布およびセラミドの塗布の
いずれによってもその増加が有意に緩和された（Table・5－2）。しかし、　GluCer
とセラミドとで、効果の有意な差は認められなかった。
Table　5・2．　Effect　of　GluCer　and　ceramide　swabbing　on　IFN・Y　and　IL・4
concentrations　in　the　supernatant　of　spleenic　lymphocyte　cultures．
Treatment　groupCytokine　concentration（pglmL）
lFN一γ IL－4
Control
Mite　antigen
Mite　antigen＋GluCer
Mite　antigen＋ceramide
630±65a
282±26b
590±48a
599±68a
14±2b
30±4a
16±4b
13±1b
Values　are　means士SE（n＝10）．
a’bMeans　with　no　COmmon　supersc巾t　IetterS，　within　a　column，　significantly
　dif「er（P＜0．05）．
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病理組織学的所見
　ダニ抗原の塗布により、表皮の肥厚とひび割れや、真皮におけるリンパ球や
穎粒球などの炎症性細胞の凝集などが観察された（Fig．5－3B）。しかし、GluCer
またはセラミドの塗布により、表皮のひび割れは緩和された（Fig．5－3C，　D）。
また、真皮における炎症性細胞の凝集は、GluCerまたはセラミドを塗布した
マウスでも見られたが、その症状は軽減されていた。GluCerとセラミドとで、
明確な効果の相異は見られなかった。
、
A
C
?，，?、??〜㌧?
、
，
??．
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、?
り
?
????」?、?????㍉、??
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D
Fig．5・3．　Effect　of　mite　antigen，　GluCer，　and　ceramide　on　the
histology　of　ear　epithelium．
　A：Control，　B：Mite　antigen，　C：Mite　antigen＋GluCer，
　D：Mite　antigen＋ceramide
　a：Eρidermis，　b：Dermis，　c：ln刊ammatory　cells　（lymphocytes，
　granulocytes，　etc．），　d：lnterstice　site．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　考察
　マウスの皮膚表面に残存するスフィンゴ脂質量を測定したところ、GluCerよ
りもセラミドの方が有意に少なかった（Table　1）。このことから、皮膚に塗布す
る場合はセラミドの方がGluCerよりも皮膚内に透過しやすいと考えられる。マ
ウスよりもヒトの方が皮膚の角質層が硬く厚いことを考慮すると、ヒトの場合
には更に透過性の差が大きくなると思われる。つまり、セラミドの形にするこ
とによって、肌の保湿効果やバリア機能の増強効果が顕著に増大すると推測さ
れる。
　上述のことから、次にアトピー性皮膚炎に対するスフィンゴ脂質の効果につい
て調べた。報告されているように（8）、ダニ抗原の塗布により耳の厚さが増加
することが確認された。スフィンゴ脂質の塗布により、耳が厚くなり始める時
期が遅くなったことから、GluCerとセラミドの両方ともアトピー性皮膚炎の予
防効果を持つと考えられる。また、耳が厚くなり始めた後はセラミドの方が大
きく症状が軽減されたことから、GluCerよりもセラミドの方が症状の緩和効果
が高いと考えられる。この原因として、GluCerとセラミドの皮膚に対する透過
性の差が挙げられる。一方で、アトピー性皮膚炎の患者ではGluCer－SM一デアシ
ラーゼ活性の上昇が生じることから（46）、マウスにおけるダニ抗原誘発アト
ピー性皮膚炎においてもGluCer－SM一デアシラーゼ活性が上昇し、　GluCerから
のセラミド生成量が減少すると推測されるが、このようなこともGluCerとセラ
ミドとで効果の差が現れたことの一因であろうと思われる。
血清中総IgE量はダニ抗原の塗布により著しく増加したが、セラミドの塗布に
よりその増加が有意に抑制された。lgE産生は抗原（アレルゲン）の侵入により
誘導されるので、セラミド塗布区のlgE量が少なかったのは皮膚のバリア機能
が増強されたことによると推測される。一方、GluCer塗布区において有意な抑
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制が見られなかったのは、上述の通り、GluCerは皮膚のバリア機能の増強効果
が低いためであろうと考えられる。なお、血清中総lgG量はアトピー性皮膚炎
の症状が重篤になると増加すると報告されているが（10）、本試験ではどの試験
区のマウスにおいても増加しなかったので、今回は症状がやや軽度であったと
考えられる。
　　Th11Th2バランスを調べるために、脾細胞培養上清中のIFN一γおよびIL－4
量を測定したところ、ダニ抗原の塗布によりIFN一γ量が減少し、　IL－4量が増加
した。アトピー性皮膚炎を含むアレルギー疾患の患者や実験動物ではThl／Th2
バランスがTh2側に傾くと報告されているが（M）、本試験においてもIFN一γ
量の減少が観察されTh　l　1Th2バランスがTh2側に傾くことが確認された。しか
し、GluCerとセラミドの塗布はダニ抗原によるIFN一γの減少とIL－4の増加を緩
和し、Thl1Th2バランスを維持した。　Th2型サイトカイン、特にIL－4はB細胞
からlgE産生細胞へのクラススイッチを促進する働きを持つと報告されている
（12，13）。それ故、GluCerとセラミドはアトピー性皮膚炎の一側面を緩和した
と考えられる。GluCerとセラミドとで効果に違いが認められなかったことは、
今回の実験条件ではアレルゲンの侵入量の違い（皮膚のバリア機能の増強効果
の違い）がTh1やTh2の数に影響を及ぼすほどには大きくなかったからであろ
う。
　マウスの耳の上皮組織切片を鏡検したところ、ダニ抗原の塗布により、表皮の
肥厚とひび割れ、真皮におけるリンパ球や穎粒球などの炎症性細胞の凝集など
が観察された。ダニ抗原と共に、GluCerまたはセラミドを塗布したところ、表
皮のひび割れおよび真皮における炎症性細胞の凝集が緩和されたことから、
GluCerとセラミドは皮膚のバリア機能を増強したと考えられる。しかし、この
場合もGluCerとセラミドとで効果に違いが認められなかった。これは上述の理
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由によるものであろうと思われるが、ダニ抗原の塗布量を少なくして（自然に
皮膚に付着するような量）長期間の効果を調べれば、恐らく違いが表れるであ
ろう。つまり、GluCerよりも少ない量のセラミドでアレルゲンの侵入を大きく
抑制することができるであろう。
　以上要するに、スフィンゴ脂質の塗布はマウスにおけるアトピー性皮膚炎の発
症を遅延するが（予防効果）、症状が現れた後はセラミドの方が症状の緩和効果
が高いと考えられる。この差はGluCerとセラミドの透過性の差や角質層におけ
るGluCerからのセラミド生成速度などが関係しているのであろう。これらの結
果から、植物中に存在するGluCerからのセラミド製造の重要性が高まり、第4
章で述べた（）．　g／ucerasei　HFTH－1Tがそのような利用価値ももつと考えられる。
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　　　　　　　　　　　　　　　　要約
　マウスの皮膚におけるグルコシルセラミド（GluCer）とセラミドの透過性を調
べたところ、セラミドの方が透過しやすかった。そこで次に、ダニ抗原誘発ア
トピー性皮膚炎に対するGluCerおよびセラミドの効果についてマウスを用いて
調べた。マウスの耳にダニ抗原を塗布したところ、塗布部に炎症が生じ、耳の
厚さが増加したが、スフィンゴ脂質の塗布により耳の厚さが増加する時期が遅
延した。更に、セラミドでは症状の緩和効果も認められた。一方、皮膚におけ
るダニ抗原の侵入により血清中総lgE量が増加したが、セラミドの塗布により
血清中総lgE量の増加が抑制された。また、ダニ抗原の塗布によりThl1Th2バ
ランスがTh2側に傾いたが、GluCerおよびセラミドの塗布によりTh1／Th2バラ
ンスが対照区と同様に維持された。以上の結果から、GluCerとセラミドのどち
らもアトピー性皮膚炎に対する効果を持つが、セラミドの方がGluCerよりも効
果が高いと考えられた。これらのことから、C．　g’ucerase’HFTH－1Tを用いて植
物中のGluCerからセラミドを製造することが有意義と言えるであろう。
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総括
代表的スフィンゴ脂質であるスフィンゴミエリン（SM）とグル⊇シルセラミ
ド（GluCer）をサプリメントとして用いてヒトやペット動物の健康維持・増進
および疾病予防・抑制を図ること目的とし、動物に対するスフィンゴ脂質投与
の効果について検討した。また、スフィンゴ脂質分解能を持つ菌を検索し、そ
の結果単離した菌の利用価値などについて調べた。
SMの経ロ投与が種々の効果をもつことから、食品・飼料の添加物やサプリメ
ント剤としての利用が期待される。そこで、SMを食品・飼料の添加物やサプリ
メント剤として利用することを目的として、鶏卵の卵黄およびブタの脳からの
安価で簡便なSMの調製法を検討した。その結果、卵黄の場合は総脂質を希薄
アルカリで水解した後、冷アセトンで処理したところ、SMの純度は約9396と
なり、総脂質からのSMの回収率はgoo／oであった。ブタ脳の場合は、さらに冷
ピリジン沈澱を行うことにより純度91％のSMが得られたが、　SMの回収率は
約7696であった。上述のように、操作が簡単で安価にSMを調製することが出
来たことは、ペット動物などやヒトに近いサルなどの大きい実験動物に投与し
て効果を調べることが容易になったことを意味する。将来的には、SMを食品・
飼料の添加物やサプリメント剤としてヒトやペット動物に利用する道が開かれ
るものと思われる。
　しかし、SMはセラミドやスフィンゴイドに分解されないと吸収され難いので、
分解能の高い菌を見つけ、腸管内でのその菌の数を増やすことが望ましいと考
えられる。
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　そこで、先ずSMについて調べたところ、摂取量のかなりの部分が糞中に排泄
されることが示されたので、SMの利用効率を高めるためには、腸内細菌により
SMの分解を増大させるのが好ましいと考えられた。次に、　SMの有効利用のた
めの条件およびSM分解への腸内細菌の関与についての基礎的知見を得るため
の実験を行った。先ず、マウスにSMを経ロ投与したところ、1，2一ジメチルヒ
ドラジンで誘発した結腸・直腸の異常陰窩病巣（前癌病巣）の形成が抑制され
ることが確認された。また、マウスおよびイヌの糞中のスフィンゴ脂質を分析
したところ、消化管内には内因性のSMおよびその分解生成物がかなり流入す
ることが示唆された。しかし、それだけでは大腸癌の予防・抑制には不十分で
あり、食餌性のSMを補強することが重要と考えられた。
大腸粘膜上皮細胞への取り込みのためには、SMはセラミド、特にスフィンゴ
シンに分解される必要があるが、かなりの量のSMおよびセラミドが糞中に排
泄されていたので、腸管内での分解は不十分と考えられる。マウスおよびイヌ
の腸内にはスフィンゴミエリナーゼおよびセラミダーゼを持つ腸内細菌がほと
んど存在しなかったので、SMの投与と同時にこれらの酵素をもつ菌をイヌに導
入すれば、SMの効果が高まると思われる（シンバイオティクス）。また、ヒト
ではSMを分解する腸内細菌はいなかったと報告されているので、これらの酵
素をもつ菌の導入が有意義であろう。
　これまでに、食餌性のSMおよびGluCerが大腸癌の形成を予防・抑制する可
能性が示唆されているが、その他の疾病に対する効果については調べられてい
ない。そこで、最近増加している腸疾患の一つである炎症性腸疾患（IBD）に対す
る食餌性SMの効果を調べた。その結果、　SMの経ロ投与によりデキストラン硫
酸ナトリウムで誘発したマウスのIBDの症状が緩和されることが確認された。
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また、食餌性SMは炎症の進行を抑制する働きがあることが示唆された。これ
らの結果は、食餌へのSMの添加がマウスにおけるIBDの症状を緩和すること
を初めて証明したものである。食餌性SMは大腸内lgA量を増加させたので、
SMは大腸に対するlgA分泌を促進すると考えられる。以上の結果から、　SMは
免疫機能も含めた複雑なメカニズムにより旧Dの発症を予防・抑制すると推察
される。1BDについても、大腸癌と同様に、腸内におけるSMの分解を増強すれ
ばSMの効果がさらに高まると思われる。
本研究ではSMの安価な調製法を確立し、実用化の可能性を高めた。しかし、
牛海綿状脳症（BSE）との関連から動物の脳を利用する道は困難になり、また
鶏卵も食料との競合があるので、本研究では植物の可食部でない部分に多く含
まれるGluCerを利用する道を切り開くことにした。先ず、　GluCer水解能を持
つ腸内細菌の検索を行った結果、イヌの糞からGluCer水解能の高い菌を発見し、
HFTH－1株と命名した。本菌株はGluCerをセラミドまでにしか水解しないので、
植物性GluCerからのセラミド製造に有用と思われる。マウス糞中混合微生物培
養系にHFTH－1を添加したところ、　GluCer水解量が顕著に増加したので、
HFTH－1は腸管内での食餌性GluCerの水解を増加させ、セラミドとして吸収さ
れる量を増加させる可能性がある。一方、HFTH－1を同定するために、本菌の系
統学的、生理学的、および生化学的特性を調べた。その結果、HFTH－1は
Ruminococcus属およびC’ostridium属と似ていたが、これまでに報告されてい
るどの種とも異なっていた。つまり、本菌を新種の菌と判断し、
C’ostridium　g’ucerase’sp．　nov．と命名した。天然のGluCerをセラミドに分解す
る菌は世界で初めての発見である。
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セラミドは大腸疾患だけでなく、アトピー性皮膚炎などの皮膚障害に対しても
効果を持つ可能性が示唆されている。そこで、ダニ抗原誘発アトピー性皮膚炎
に対するGluCerとセラミドの効果について検討した。マウスの耳へのダニ抗原
の塗布により炎症が生じ、耳の厚さが増加したが、GluCerとセラミドの塗布に
より症状が現れる時期が遅延した。また症状が出た後は、GluCerよりもセラミ
ドの方が症状の進行を遅くする効果が大きかった。さらに、ダニ抗原により血
清中総lgE量が増加したが、セラミドの塗布により血清中総lgE量の増加が抑
制された。これらのことから、スフィンゴ脂質、特にセラミドの塗布により皮
膚のバリア機能が増強され、またアトピー性皮膚炎を予防・抑制することが示
唆された。一方、マウスの皮膚に塗布したところ、GluCerよりもセラミドの方
が皮膚に透過し易いことが示唆されたので、化粧品としてもセラミドの方が有
効と思われた。
以上要するに、スフィンゴ脂質の経ロ投与により動物（恐らくヒトも）の種々
の大腸疾患を予防・抑制し、（）．gluceraseiによりその効果を増強できる可能性
がある。また、本菌により天然物中にその形ではほとんど存在しないセラミド
の簡便な製造が可能となり、従ってアトピー性皮膚炎などの皮膚障害に対する
利用や化粧品としての利用が期待される。
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